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D緒言
三叉神経系におけるリズ ミカルな活動は咀鳴や吸啜などに認められるが、
の神経活動は呼吸や歩行などと同様 にリズムジェネレータとバース トジェ
レータが大 きく関わっていると考えられるl-4)。従来の研究から、除脳動物
で,リズ ミカルな三叉神経活動を誘発できること5‐8)ゃ錐体路を電気刺激 してリ
ズ ミカルな顎運動が認められること9)などはこれらの運動の発現には大脳皮
質や感覚系フイー ドバ ックが絶対に必要なものではないことを示 している。
事実培養脳幹を用いても三叉神経にリズ ミカルな活動を誘発 させることは可
能である10,11)。培養脳幹は動物の生死に気を使 うことなく中枢神経系にアプ
ローチでき、血液―脳関門を無視 して薬物の投与を行 うことができるため神経
機能の研究には非常に有用であ り、その手法を用いて呼吸に関する研究では
リズムジェネレータの局在や リズムジェネレータを構成するニューロンの
membrane property、運動核へのneurotransmissionなどが解明されるよう
になった12-18)。これまでの培養脳幹を用いた研究から新生仔ラット培養脳幹
で起こる三叉神経 リズム性活動の発現に関わるリズムジェネレータは三叉神
経運動核近傍にも存在することが明らかとなっている10)。リズ ミカル顎運動
の際の三叉神経運動ニューロンの活動 に関 し、リズムジェネレータとのつな
が りについて明確に示 した研究は数少なく19,20)、見解が分かれる部分でもあ
●り、投射経路については未だ想像の域を出ない。また、リズ ミカル顎運動に
関わる神経回路の発達は、呼吸の神経回路の発達がそうであるように21‐23)、
胎生期より始まると考えられ、胎生期の発達経緯をとらえることは神経回路
を理解する上で非常に重要である。 しか し過去の文献を渉猟 しても胎生期で
のリズ ミカルな顎運動に関わる神経回路の発達経緯はほとんど明らかでない。
そこで本研究ではリズムジェネレータを含む培養脳幹を用いて胎生期にお
ける三叉神経 リズム性活動の様相を検討することにより神経回路の発達経緯
を分析 した。 さらに、 patch clamp(current[I]―Clamp whole ceH
recording)法を用いることにより、新生仔 と胎仔における三叉神経運動ニ
ューロンとリズムジェネレータの関係を検討 した。
方法
実験 には胎生 16日(E-16)から胎生21日(E-21)までの胎仔 と生後0日
(P-0)から生後3日 (P-3)までのsplaguc―Dawley系ラ ッ トを用 いた。胎
仔 ラ ッ トにつ いてはハ ロセ ン (Halothane:2-bromo-2-chloro-1,1,1-
trifluoroethane/SIG MA)吸入深麻 酔下 で母獣 ラ ッ トか ら胎仔 を体外 に取 り
出 し、直 ちに脳幹 を摘 出 した。 また新生仔 ラ ッ トにおいて もハ ロセ ン吸入深
麻酔下で脳幹 を摘 出 した。実体顕微 鏡下 (Stemi SV-6/ZEIS S社製)にて人
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D工脳脊髄還流液 (artificial cerebrospinal fluid:ACSF)で満たされたアク
リル製のrecording chamber(図|)内で目的の脳幹標本を作製 した。ACSF
は95%02-5%C02混合 ガスで飽和 され、温度 は常 に27℃に保 たれ る ように し
た。ACSFの組成 は以 下 に示す通 りであ る (mM);NaCl,128。0;
MgS 04,1.0;KCl,3.0;NaH2P04,0.5;NaHC03,24.0;CaC12,1.5;
glucose,30.0(pH7.4)。また、本研究では薬物刺激 としてN―methyl―D―
aspartate(NMDA)receptorのagonistであるN―methyl―D,L―as partate
(NMA:5-50μ M),non_N MDA receptorのagonistであ るKainic acid
(KA:0.5μ M)および α―aminO_3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
proprionic acid(AMPA:0.5μ M),Gamma―aminobutyric acid(GABA)A
receptorのantagonistであ るBicuculline methiodide(BIC:5-20μ
M),NMDA receptorのantagonistであ るD,L-2-amino-5-
phosphonovaleric acid(APV:20μM),non_NMDA reccptorのantagonist
であ る6-cyano-7-nitroquinoaline-2,3-dione(CNQX:5μ M)を適宜用 いた。
三叉神経活動については三叉神経運動根にガラス吸引電極 (S uction
Electrode/A―M System社製)を設 置 し、増 幅 器 (Cyber Amp 380/Axon
lnstruments社製)で信 号 を増 幅 (×10,000)し、 フ イル ター (300Hz～
1.8kHz、3db)を通 し、 デ ー タ解 析 ソ フ ト (Mac Lab/8s/AD instruments
D社製)を用いてコンピュータ (Macintosh G3/233/Apple社製)のモニタ上
で観察 した。また、三叉神経運動ニューロンの膜電位の記録はPatch clamp
amp(AXOPATCH lD/Axon lnstruments社製)で増 幅 した後 、 三 叉 神 経
活 動 の観 察 と同様 にデ ー タ解 析 装 置 を介 しコ ン ピュ ー タの モ ニ タ上 で観 察 し
た。 デ ー タは ア ナ ロ グー デ ジ タル変換 器 (VR-100B/1NSTRUTECH社製 )
を介 しS―VHs video tape recorder(HV―S730/MITSUBISHI社製)で保
存 した (1刈2)。なお 、patch clampのガ ラス電 極 内 部 のsOlutionの組 成 は
以 下 の通 りで あ る (mM);Potassium gluconate,120.0;N aCl,5。0;
CaC12,1.0;MgC12,1.0;HEPES,10。0;BAPTA(tetrapotassium
salt),1.0;ATP(magnesium salt),2.25(pH7.30)。
記 録 され る細 胞 が 三 叉 神 経 運 動 ニ ュー ロ ンで あ るか ど うか は、 三 叉 神 経 運
動 根 を10o μ sec,60mVの単 一 矩 型 波 で電 気 刺 激 す る こ とに よって得 られ る逆
方 向性 電位 を もって 同定 した (1劇3)。
実験 |:胎生期ラット (E-16～21)の三叉神経 リズム性活動について
胎生期ラットの脳幹標本を用いて各種薬物刺激により三叉神経運動根から
三叉神経 リズム性活動を記録 し、その活動様相を各胎齢日に分けて解析 し比
較 した。脳幹標本は吻側は上丘 と下丘の間、尾側は脳幹背側の菱形宙正中溝
のY字交点 (Y―crossing point)で冠状断 し10)(1劇4)、神経活動記録用の
D  recording chamberのsylgard resine上に脳幹腹側を上にしてピン固定 し、
ガラス吸引電極を三叉神経運動根に設置 した。三叉神経 リズム性活動誘発に
はBICと、興奮性アミノ酸のNMA、KA、AMPAを用いた。薬物を投与する
際はACSFの潅流を止め、recording chamber内(容積20cc)に目的の濃度
になるように直接薬物を滴下した。
実験 ‖:新生仔ラットでの三叉神経 リズム性活動における三叉神経運動ニュ
ーロンの膜電位変化について
新生仔 ラット (P-0～3)の脳幹標本を用いて薬物刺激により三叉神経 リズ
ム性活動を誘発 し、その活動中の三叉神経運動ニューロンの膜電位の変化を
patch clamp法のI_clamp whole ceH recordingで検討 した。脳幹標本は実
験 |と同 じ範囲で作製 し、patch clamp ttrecording chamber内のsylgard
resin上に尾側断面を上にしてピン固定 した (図5)。ACSFは常に27℃に保
たれるようにし、潅流速度は3m1/minとなるように潅流装置 (Perista
Pump/ATTO社製)を用いてchamber内を潅流させた。各種薬物の投与は
ACSFに目的の濃度 となるように予めACSFの入った別の容器に薬物を混入
し、通常の潅流液路に三方活栓で連結 し必要時に切 り替え、潅流することで
行った。潅流速度およびrecOrding chamber内の液面の高さを一定に保つよ
うに配慮 した。
同脳幹標本に対 しKogoら10)と同様のBIc_NMA刺激により三叉神経運動
根から約6Hzのリズ ミカルな神経活動が得 られた (隊16)。そこでまず、
BIC―NMA刺激時の三叉神経運動根からの神経活動 と、同側の三叉神経運動
ニューロンの膜電位の同時記録を行い、三叉神経運動根からリズ ミカルな活
動が発現 している時の三叉神経運動ニューロンの膜電位の変化について検討
した。また、BIcおよびNMAのそれぞれの作用については単独投与を行い三
叉神経運動ニューロンの膜電位 にみられる影響を観察 した。さらにBIC―
NMA刺激時において三叉神経ニューロンにリズ ミカルな活動電位が発現 し
ている状態で膜電位を人為的に変化 させ、活動電位の周期性について検討 し
た。
実験 Ⅲ :胎仔ラット (E-18～19)での三叉神経 リズム性活動における三叉神
経運動ニューロンの膜電位変化について
胎生期ラット (E18～19)での三叉神経 リズム性活動における三叉神経運
動ニューロンの膜電位の変化について、同側の三叉神経運動ニューロン の膜
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電位 を実験 ‖と同 じ手法を用いて三叉神経運動根からの神経活動 と同時に記
録 した。
結果
実験 |:胎生期ラット (E-16～21)の三叉神経 リズム性活動について
|-1)各胎齢 日におけるBIcloμ M―NMA20μ M投与時の三叉神経活動
E-20～21のラットではBIcloμ M―NMA20μ Mを投与すると三叉神経運動
根からリズ ミカルな(cycle duration:mean±S.D。;155。07±30。17msec)
三叉神経活動が得 られた (図7)。その活動様相は、活動の発現から消失ま
での間に活動が周期的に減衰する様相は示 さず、新生仔ラットにおいて観察
された三叉神経活動の活動様相 と同様であった (n=12/12)。
E18～19のラットではBIcloμ M―NMA20μ Mを投与すると三叉神経運動
根からは周期的でゆっくりとした活動 (cycle duration;4.17±0.63sec)
が観察され、その振幅は徐々に減衰 した。E-20～21のラットや新生仔 ラット
の活動様相 とは異なった様相を呈 した。投与薬物のBICとNMAの濃度を各々
D変 えて (BIC5-20μ M、N MA5-50μ M)刺激 を行 ったが 、活動 の振 幅 は一定
になる こ とはなか った。BIcloμ M―NMA20μ M投与 で得 られ るゆ っ くりと
した周期 の活動 を解析 した ところ、E-20～21のラ ッ トや新生仔 ラ ッ トで認 め
られた ような リズ ミカル な神経活動 で構成 されてい るのが観察 された (1剰8)
(n=15/15)。この リズ ム性 活動 のcycle durationは175。49±58.80msec
であ つた。
E16～17のラ ッ トで はBIcloμ M―NMA20μ Mを投与 す る と三叉神経 運動
根 か らはE18～19のラ ッ トで得 られ た活動 周期 よ りさらにゆ っ くりと した活
動 (cyCle durationは8.04±2.27sec、n=6)が観 察 され たが、E-20～21の
ラ ッ トや新 生仔 ラ ッ トで認 め られた よ うな リズ ミカルな神経活動 はこの活動
の中 には認 め られ なか った (図9)(n=6/8)。また、BIcとNMAの濃 度 を
各 々変 えて (BIC5-20μ M、N MA5-50μ M)観察 を行 ったが、 リズ ミカルな
神経 活動 が得 られ るこ とは無 か った。
|-2)各胎齢期におけるNMA濃度と三叉神経 リズム性活動のcycle duration
30μ MのNMAをBIcloμ Mと同時 に投与 す る と、E-20～21のラ ッ トで は
三叉神経 活動 のcycle durationは139。16±28。79msecであ つた (n=5)。
Dまた、E18～19のラ ッ トに対 してBICloμ M―NMA30μ M投与 した場合 で は
徐 々 に振 幅が減衰す る活動様 相 に変化 は現 われ なか ったが、その活動 を構成
してい る速 い リズ ミカル な活動 を解析 す る とcycle durationは141.21士
30.02msecであ った (n=5)。これ らの結 果 をBIcloμ M―NMA20μ M投与時
のcycle durationと比較 す る とE-20～21の群 とE18～19の群 の両群 にお いて
NMAの濃度 を20μ Mから30μ Mに高 くす る こ とで リズム性 活動 のcycle
durationが有意 に減少 し活動周期 が短縮 してい るこ とが認 め られた (図10)
(Mann―Whitney U test,p<0.01)。しか しなが ら、 同 じ濃度 でE-20～21
の群 とE18～19の群 の 間の三叉神経 リズ ム性 活動 のcycle durationを比 較す
る と、BIcloμ M_NMA20μ M投与 した場合 もBIcloμ M―NMA30μ M投与
した場 合 において も両群 の 間 には有意差 は認 め られ なか った。
|-3)各種興奮性 ア ミノ酸投 与 時の三叉神経 リズム性 活動
NMAの代 りにKAO.5μ MをBIcloμ Mとともに投与 して も、E-18～19でも
ゆ っ くりと した周期 的 な活動 の 中 に リズ ミカル な神経 活動 を認 め 、cycle
durationは171.78±41.65msecであった (n=5)。また、E-20～21でもリ
ズミカルな活動の振幅はほぼ一定で平均のcycle durationは173.43±
●39。01 msecであ った (n=5)。E-16～17につ いて もNMAの代 りにKAO.5μ
MをBICloμ Mとともに投 与 したが、小 さな不規則 な活動 を認 め るのみで、
リズ ミカル な三叉神経活動 は認 め られ なか った (n=6)。
同様 にAMPAO.5μ MをBIcloμ Mとともに投 与 した場 合 も、E-18～19で
の活動様相 はBICloμ M_NMA20μ M投与時 と変化 はなか った。 リズ ミカル
な三叉神経 活動 のcycle durationは147.08±41.12msecであ った (n=5)。
また、E-20～21ではcycle durationは159.86±35。87msecであった (n=5)
(図H)。E,16～17につ いて は6例中4例で は得 られた活動 は振 幅が小 さ く、
リズ ミカル な三叉神経活動 は認 め られ なか ったが、2例においてBIcloμ M_
NMA20μ M投与 時 のE-18～19で認 め られ た活動様 相 を示 し、 リズ ミカルな
三叉神経活動 が弱 い なが らも観察 され、NMAやKAとは少 し異 なった結果 が
認 め られた。
各種興奮性 ア ミノ酸投与 時 に得 られ た リズ ミカル な三叉神経 活動 のcycle
durationを解析 し、E-18～19群とE-20～21群の 中で有意差 を検定 したが 、
興奮性 ア ミノ酸 の違 い に よる リズ ミカル な三叉神 経 活動 のcycle durationに
は影響 しない こ とが確認 で きた。
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実験 ‖:新生仔ラットでの三叉神経 リズム性活動における三叉神経活動 と三
叉神経運動ニューロンの膜電位について
‖_1)三叉神経 リズム性活動時の三叉神経運動ニューロンの膜電位
新生仔 ラットの三叉神経運動根にガラス吸引電極 を設置 し、それと同側の
三叉神経運動核内にpatch clamp電極を刺入 し、ニューロンをclampした。
三叉神経運動根か らの電気刺激により、clampしているニューロンが三叉神
経運動ニューロンであることをantidromic testで確認 した (図3)。また、
I―clamp whole ceH recordingに移行 し、h l ng potential=0で約10分間
膜電位が安定 していることを確認 した後に、BIC10μ M―NMA20μ Mを混入
したACSFを潅流 した。三方活栓からrccOrding chamberまでの還流液路チ
ューブ内の容積 と潅流速度より、薬物混入のACSFがrccording chamberに
到達するまでの時間を求め、薬物混入のACSFがecording chamberに到達
した時点を0分として表わ している。
まず、BICloμ M_NMA20μ Mを同時に投与すると約2分後よりclampし
ている三叉神経運動ニューロンの膜電位はこのニューロンの静止電位か ら緩
徐に脱分極するとともに5mV程度の小 さな脱分極が リズミカルに出現 した。
その小 さな脱分極の平均の周波数を解析すると5.5±1.3Hzであつた。その
後 も膜電位は徐々に脱分極 を続け、またリズ ミカルな小 さな脱分極 もさらに
明瞭に出現 し、
経運動根からの
?
?
?
?
?
?
?
?
分後には静止電位から15～30mV脱分極 し、三叉神
ミカルな神経活動 と同期 してリズ ミカルな活動電位が三
叉神経運動 ニ ュー ロ ンか ら認 め られ た (n=6/10)。その リズ ミカルな活動
電位 の周波数 は5。2±0。4Hz(n=6)であ つた (図12,13)。
この よ うに リズ ミカル な三叉神経 活動 と同期 して リズ ミカル な活動電位 が
認 め られた三叉神経運動 ニ ュー ロ ン (n=6)の膜特性 を以 下 に示す とseries
resistant は53。4±12.5MΩ、 whole ceH capacitance は0.63±0。51pF、
resting potentialは-51.2±7.3 mVであ った。
‖-2)NMA20μ M単独投与 時 の三叉神経 運動 ニ ュー ロ ンの膜電位
三叉神経 運動 ニ ュー ロ ンのpatch clampの方法 、お よび、薬物 の投与 方法
は実験 ‖-1)と同様 に行 い、BICを投 与せ ず にNMA20μ Mのみ投与 して三叉
神経運動ニューロンの膜電位変化を検討 した。薬物を投与 してから約4分後
よりclampしている三叉神経運動ニューロンの膜電位は静止電位から徐 々に
脱分極 し、約5mVの小 さな脱分極が リズ ミカルに出現 した。そのリズ ミカル
な小 さな脱分極の平均の周波数は6.2±1.3Hzであった (n=3)。その後 も
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膜電位は緩徐に上昇 し、またリズ ミカルな小 さな脱分極 も明瞭に現われ、投
与後約 7分で膜電位は静止電位から15～25mV脱分極 し、活動電位が認め
られた。 しか しBIcloμ M―NMA20μ Mを同時に投与 した実験 ‖-1)の結果
は異な り、NMA20μ Mの単独投与では活動電位は認められるものの、リズ
カルには出現 しなかった (図14)。活動電位はリズ ミカルに認められなか
つたが、小 さな脱分極は活動電位が現われなかった時でも認められていた
(n=3/3)。
‖-3)BIC10μ M単独投与時の三叉神経運動ニューロンの膜電位
NMAを投与せずにBICloμ Mのみ投与 して三叉神経運動ニューロンの膜電
位変化を検討 した。BIcloμ Mのみ投与すると膜電位が3～5mV脱分極 しただ
けで、実験 ‖-1)や‖-2)でも見 られたようなリズ ミカルな小 さな脱分極は
認められず、活動電位 もまった く出現 しなかった (n=3/3)。
‖-4)BIC―NMA刺激時の三叉神経運動ニューロンに見 られるリズムの周期
性
実験 ‖-1)と同様の方法でBICloμ M_NMA20μ Mを同時に投与 し、リズ
13
ミカルな活動電位が発現 している状態 (膜電位は-50mVでspike heightは約
50mV、周波数は5。9±1.lHz、n=3)で、三叉神経運動ニユーロンの膜電位
を約10mvずつ過分極 させ、そのリズ ミカルな活動電位やリズ ミカルな小 さ
な脱分極の周期性 を検討 した。
リズ ミカルな活動電位が発現 しているときの膜電位は-50mVであったが、
holding potentialを-60mVに下げるとリズ ミカルな活動電位は消失 し、リズ
ミカルな小 さな脱分極のみが観察された。そのリズ ミカルな小 さな脱分極の
平均の周波数は6。1±1。4Hz、膜電位の振幅は4.0±1.4mVであつた (図15)。
さらに-70mVまで膜電位 を下げるとリズ ミカルな小 さな脱分極はより明確 と
な り (膜電位の振幅は5。8±1.2mV)、膜電位が-60mVの時 と比較すると
1.45倍となることが観察 された。このときのリズ ミカルな小 さな脱分極の周
波数を解析すると6.1±1.OHzであ り、膜電位 を下げてもリズミカルな活動電
位 と小 さな脱分極の間の周期性は変化 しないことが確認できた (図16)。
実験 Ⅲ :E-18～19ラットにおける三叉神経活動 と三叉神経運動ニユーロンの
膜電位変化について
実験 ‖-1)と同 じ方法でBIC10μ M―NMA20μ M投与 した際の三叉神経運
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動根からの神経活動 と三叉神経運動ニューロンの膜電位 を同時に記録すると
薬物投与後約 2分よりclampしているニューロンの膜電位は静止電位から
徐々に10～15mV脱分極 し、約3分後 より活動電位が認められた。三叉神経
運動根か らの神経活動様相は本研究の実験 |-1)の結果 と同じくゆつくりと
した周期の活動様相を示 していたが、そのゆっくりとした周期の活動はcyCle
durationが27.6±4.Osecと長 くなった。三叉神経運動根か ら活動が現われて
いる間のニューロンの膜電位は静止電位か ら約15mV脱分極 している状態で、
活動電位が リズミカルに認められた。その時のリズ ミカルな活動電位の平均
の周波数は6.5±1.5Hzであった (n=3)。また、三叉神経活動が現われて
いない間のニューロンの膜電位は三叉神経活動発現時より4～6mV過分極の
状態で活動電位は認められなかった。すなわち、三叉神経運動根からの約30
秒周期の活動に同期 して三叉神経運動ニユーロンに膜電位の上下動 (4～
10mV)が観察され、膜電位が上昇 した時にリズ ミカルな活動電位が発現 し
た。一方、三叉神経活動が現われていない間は三叉神経運動ニューロンの膜
電位が下がつていた。活動電位が発現 していない時においても約5mVの小 さ
な脱分極はリズ ミカルに常に認められた (図17.18)。その時のリズ ミカル
な小さな脱分極の平均の周波数は6.6±1.6Hzであつた (n=3)。
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考 察
胎 生期 の顎運動 は胎児 エ コー、電子 スキ ヤ ンな どで見 られ るが、その ほ と
ん どが嘩 下運動 に連動 した ものであ る24,25)。ヒ トで は胎 生16-17週で始 め て
喋下様 運動 が観察 され るが、咀疇や吸 啜 と類似 した ような顎運動 が観察 され
るの は胎 生18-24週頃であ る とされてい る。 リズ ミカル な一連 の哺乳運動 、
す なわち リズ ミカルな顎運動 が認 め られ るの は さらに遅 れ、35-36週頃で あ
る と報告 され てい る26)。しか し、 これ らの機 能 を司 る三叉神経 系 の神経 回路
の発達 につ い ては未 だ明 らか に され てい ない。一方 、呼吸 や歩行 に関す るパ
ター ンジェネ レー タの研 究や その神経 回路 を構成す るニ ュー ロ ンの
membrane propertyの研 究 は神経 回路 を含 む培 養脳幹法 です で に研 究 されて
い る22.23,27)。
培養脳 幹 は脳幹 を動物 の身体 か ら切 り離 し、最小 の神経 回路 を温存 して実
験 に供す る こ とが 出来 るため、小 さい範 囲 の神経 回路 の研 究 には適 している。
すで に本法 を用 いて、三叉神経運動核 とその周辺組織 のみ を含 むご く小 さな
脳幹組織 に興奮性 ア ミノ酸 のNMAまたはKAとGABAA reCeptor antagonist
のBICを投与 す る こ とに よって、三叉神経 に4～6Hzのリズム性 活動 が得 ら
れ る と報 告 され てい る 10・11)。ところで、培 養脳幹 で誘発 され る リズム性 活動
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●が 三叉神経 系の実際 の どの運動 にあたるのか は不 明であるが、顎付培養脳幹
を用 いて同様 の刺激 を行 うと、 リズ ミカル な顎運動 が誘発 され る こ とか ら、
咀鳴 に類似 した運動 であ る こ とは明 らか となってい る28,29)。また、 この回路
にはNMDA receptorが深 く関わ ってい るこ とも既 に明 らか となっている 10)。
そ こで、Kogoら10)が新生仔 ラ ッ トを用 いてBIC―NMA刺激 で誘発 され る三
叉神経 活動 につ いてNMDA receptor antagonist、non―NMDA receptor
antagonistを投与 す る こ とで リズ ム発生 に関わるreceptorを検討 したの と同
じ方法 で胎 生期 ラ ッ トにおいて確認 す る と、KA、AMPAの投 与前 にAPV20
μM投与す る とBICloμ M_K AO.5μ M、BIC10μ M―AMPAO.5μ M投与 して
もE18-21では リズ ミカル な三叉神経 活動 は得 られず、 また、NMAの投与前
にAPV20μ M投与す る とBICloμ M_NMA20μ Mでも三叉神経 活動 は観察 さ
れ なか ったが、NMAの投与前 にCNQX5μ M投与 す る とBICloμ M_NMA20
μMで三叉神経 活動 は発現 した。 つ ま り、胎生期 にお いて もこの リズ ミカル
な三叉神経 活動 の誘発 はNMDA receptorが重 要 な役割 を果 た している こ と
が確認 で きた。
胎生期 ラ ッ トの脳幹 は結 合組織 が少 な く、柔 らか く脆弱 で破損 されやす い
ため、在胎 日数が小 さいほ ど、三叉神経運動根 か らの活動 の記録 には技術 的
な困難 さが あ った。本研 究 で用 いた脳幹標本 には、呼吸 中枢 であ るprc―
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●Botzinger complexが切断され含まれていないため、三叉神経運動根からは
薬物による刺激を行わない限 り、いかなる神経活動 も観察されない。胎生期
ラットの脳幹標本を作製するにあたっては、まず呼吸中枢を含む脳幹標本で
三叉神経運動根から自発性の呼吸様神経活動を観察 し、三叉神経運動根から
の神経活動が記録出来ることを確認 した後に、Y字交点で切断 して目的の標
本を作製 した。実際、三叉神経運動根から呼吸様神経活動が記録できたのは
E-16からであ り、薬物誘発によるリズ ミカル三叉神経活動が検討できたのは
E-16以降であった。また、胎生期ラットの呼吸様の三叉神経活動について
NMAを投与 し活動周期の短縮 を観察 し、N MDA―receptorの機能も確認 した。
さて、出生間近のE…20～21ではNMA―BICの薬物刺激により三叉神経運動
根にリズム性の活動が誘発 された。BICloμ M―NMA20μ Mの刺激でcycle
durationが155.07±30。17msecと新生仔 ラットでの結果 と明らかな違いは
認められなかった。すなわち、この時すでに本研究で目的とするリズム性活
動に関わる神経回路は完成されていると考えられる。
一方、E-18～19ではリズム性活動は持続するのではなく周期的に発現する
ことが明らかとなった。これに対 し、E-16～17ではリズム性活動は発現 しな
かった。発達段階の神経細胞におけるNMDA receptorの数は変化すること
が知 られている30)。NMAの刺激濃度を上昇 させてもE-20～21、E-18～19で
●
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●リズム性活動のcycle durationが短縮するのみで、E-16～17からは三叉神経
リズム性活動は発現 しなかった。non―NMDA receptor agonistであるKAを
NMAの代 りに用いてもE…16～17ではリズム性活動は得 られなかった。 しか
しAMPAを用いた場合では6例中2例で振幅は小 さいもののゆっく,り とした周
期性の活動のなかにリズ ミカルな三叉神経活動が含まれていたが、たとえ
AMPAで反応 していたにせ よリズムジェネレーションはE-16～17では不完
全な状態にあると推察せ ざるを得ない。また、AMPA receptorの発達が
NMDA receptorの発達 より早期に認められるという結論に導 くまでには至
らなかった。
これらの結果から、本研究で得 られるリズム性活動に関わる神経回路は、
E-17以前では未完成であると考えるのが妥当である。
三叉神経の運動性の活動の解析には、三叉神経運動ニューロンの膜電位の
記録が重要な意味を持つ。運動ニューロンの細胞単位の膜電位の様相が三叉
神経活動の基本である単なる活動電位だけでなく、活動中のEPSP、IPS Pの
発現を見ることは、機能する神経回路の神経伝達機構 を解析する上で非常に
有用となる。patch clamp法の発達は細胞間の微少電流や細胞膜を通過する
イオン電流 を調べることを可能にしたが、過去の多 くの三叉神経運動ニュー
ロンに対する研究は細胞内記録法31‐33)ゃslice―patch clamp法34)を用いてい
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●た。 この方法では厚 さ200～300μ m程度までの薄切標本を用いるため、大部
分の神経回路は破壊 され機能時の膜電位を提えることが難 しかった。これに
対 しblind―patch clamp法35,36)は目的とする細胞が見えない状態でpatch
clampを行 うが、教科書的には厚 さ500μ m程度の標本で行 うことが出来る。
本研究の対象となる組織は厚 さ約1000μ mで理論上厚すぎるが、blind―patch
clamp法で運動ニューロンを捉えることが出来た。この標本を用いての
blind―patch clamp法では神経細胞が見えないため、その神経細胞が三叉神
経運動ニューロンであることを確認する必要があつた。そのため同側の末梢
神経 (運動根)に電気刺激を与え、その逆行性の活動電位 (antidrOmic
spike)をもって三叉神経運動ニューロンと同定 した (図3)。BIC―NMAの
薬物刺激時に記録 された三叉神経運動ニューロンの活動 と、末梢の三叉神経
運動根からの活動が同期 していたものは新生仔ラットにおいて10例中6例で
あった。これは吸引電極による末梢神経の細胞外記録は必ず しも全ての三叉
神経活動 を提えることが出来ない為 とも考えられた。
過去に機能を持った三叉神経回路に対 してpatch clampを行った研究はほ
とんど無 く、ほとんどがslice_patch clamp法を用いている。そのため生後
のデータと胎生期のデータを比較する必要があった。前述のごとく、新生仔
ラットにおいてBIc_NMAを投与すると、リズ ミカルな顎運動が起こること
0
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●は既に報告 されている。この運動の リズムジェネレータは三叉神経運動核の
近 くに存在するとされている。顎のリズミカルな運動の神経回路の解析はよ
く行われ、現在、その リズムジェネレータまたはセントラルパ ターンジェネ
レータとバース トジェネレータの局在・機能について多 くの議論がなされて
いる。in vivoの実験では皮質刺激によってリズ ミカルな顎運動が誘発され
ることが分かっているが37‐39)、この リズ ミカルな顎運動は内側網様体が リズ
ムジェネレータとしての役割を果た しているとされ9,40)、中でも
gigantocellularやparagigantocellular reticular formationに注口が置かれ
ている9)。
しか し、HRP標識を行った研究では内側網様体から三叉神経運動核への直
接的な投射路は認められなかったという報告や19,20)、運動核周辺には
premotor neuronが多 く存在 し4:43)、咀鳴様運動の際にリズ ミカルに活動 し
44)、この一部は解剖学的な トレースにより運動核へ投射するlast―order inter
neuron(premotor neuron)であるという事実が存在する45)。また、運動核
周辺の細胞の中にintrinsicなリズム性活動 をする神経細胞 も発見されている
34.46)。これらの事実は三叉神経運動核近 くにリズムジェネレータが存在する
ということと矛盾 しない。
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●さて、生直後のラットの脳幹においてBIc―NMAの刺激を与えるとリズ ミ
カルな三叉神経活動が得 られるが、三叉神経運動ニューロンの膜電位でも同
様の現象が観察 された。リズ ミカルな活動電位は薬物投与後数分で静止電位
より15～30mV脱分極 してから認められるが、それまでにEPSPと考えられる
5mV程度の リズ ミカルな小 さな脱分極が認められ、その周波数は後に認めら
れるリズ ミカルな活動電位 と一致 していた。このリズ ミカルな小 さな脱分極
は膜電位を-70mVまで下げても消失することは無 く、逆に増幅された。また、
別の研究でlow―Ca solutionを用いると活動が起こらないことが明らかとな
っている。BICを投与せず、NMAのみを投与 したときでもこのEPSPと考え
られる小 さなリズ ミカルな脱分極は認められるが、BIcのみを投与 したとき
は認められず、この小 さなリズ ミカルな脱分極の発現にはNMDA receptor
が深 く関わつていると考えられた。従って、培養脳幹におけるBIC―NMA刺
激によるリズ ミカルな三叉神経活動は運動ニューロンのintrinsicな活動では
なく、NMAにより刺激されて、まず リズムジェネレータが リズムを形成 し、
運動ニユーロンにEPSPの形で伝達され、膜電位が上昇することにより、そ
れに合わせるようにリズム性の活動電位が発生すると考えられた。NMAの単
独投与によってリズム性活動発現 まで至 らない理由の 1つとしては、GABAA
receptorを介する抑制のため膜電位が十分に上昇出来ないことが考えられた。
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E-18～19の三叉神経運動ニューロンの膜電位の様相については、前述の末
梢神経活動から予想されたように、ゆっくりとした周期の膜電位の上下動 (幅
4～10mV)が認められた。その周期は運動神経根の活動のみを記録 した時よ
りも長 く約30秒となった。これはPatch clampの際の薬物刺激法が静止 した
chamber内への直接投与ではなく、潅流によって行 ったためと考えられた。
すなわち、ゆっくりとした薬物濃度の上昇が直接投与による急激な上昇 とは
少 し異なった影響 を与えていることが考えられた。生直後で認められた
EPSPと考えられるリズ ミカルな小 さな脱分極は膜電位が下がつているとき
でも継続 して認められ、膜電位が上昇 した時にのみ リズ ミカルな活動電位が
発生することが観察された。すなわち、E-18～19ではすでにリズムを発生 さ
せるリズムジェネレータは機能出来る状態にあると考えられ、運動ニューロ
ン の膜電位の上昇を継続できない何 らかの理由が存在すると推察された 1図
19)。また、E-16～17では末梢神経か らリズム性活動の発現が無いため、運
動ニユーロンの膜電位 と神経活動の同期性が確認で きず、データ採取に至る
ことがで きなかった。
以上、本研究はリズムジェネレータがE-18前後か ら機能することを示唆 し
たが、リズムジェネレータの局在、E-16～17以前の状態などについては今後
の課題として残 された。
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●結五ロロ
培養脳幹の手法、Patch Clampの手法をそれぞれ用いてラット三叉神経 リ
ズム性活動に関わる神経回路の胎生期の発達経緯について検討を行い、以下
の結果を得た。
1)E-20～21のラットではBIc_NMAを投与すると三叉神経運動根から、
cycle durationが155.07±30。17msecのリズ ミカルな三叉神経活動が得 られ、
新生仔ラットで認められる三叉神経 リズム性活動の神経回路は完成 している
ことが分かつた。
2)E18～19のラットではBIC―NMA刺激によりゆっくりとした周期の活動
が観察され、その振幅は徐々に減衰する活動様相を呈 した。ゆっくりとした
周期 の活動 はcycle durationが175。49±58.80msecのリズ ミカル な神経 活
動 で構成 されてお り、三叉神経 リズ ム性 活動 の神経 回路 は未完 成 の状態 であ
るが リズム ジェネ レー シ ョンは形成 されてい るこ とが分か つた。
3)E16～17のラ ッ トで はBIc_NMAを投与 して も リズ ミカル な神経活動 は
認め られず 、三叉神経 リズム性 活動 の神経 回路 は形 成 されてい ない と考 え ら
れ た。
4)BIC―NMA投与で得 られるリズム性活動のcycle durationはE-20～21の
群 とE18～19の群の間でNMAの濃度依存的に減少 し活動周期が短縮 している
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●ことが認められ、胎生期においてもNMDA receptorが深 く関与 しているこ
とが確認できた。
5)新生仔 ラットで三叉神経運動ニューロンから、BIC―NMA投与時に得 ら
れる三叉神経 リズム性活動 と同期 してリズ ミカルな活動電位が観察できた。
また、活動電位が発現する前にリズ ミカルな小 さな脱分極が認められた。こ
の活動は膜電位 を下げても消失することなく、リズムジェネレータからの
EPSPであることが示唆 された。
6)新生仔 ラットの三叉神経運動ニューロンからはNMAの投与では活動電位
はリズ ミカルには発現 しなかったが、小 さな脱分極はリズ ミカルに認められ、
リズムジェネレーションはNMAによって起 こることが考えられた。
7)E18～19のラットでBIC―NMA投与時に得 られる周期的でゆつくりとし
た活動は三叉神経運動ニューロンの膜電位の上下動 と一致 し、膜電位上昇時
にのみ活動電位が発現 していたが、膜電位降下時でも常 に小さな脱分極はリ
ズミカルに認められた。この時期におけるリズム性活動に関わる中枢性メカ
ニズムは、三叉神経運動ニューロンの膜電位に関わる部分でE-20以降の もの
とは異なっている部分が存在すると考えられた。
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図の説明
図 1、 recording chamber模式図
摘出 した脳幹は95%02-5%C02混合ガスで飽和 されているACSFで満たされ
たrecOrding chamberのsylgard resin上にピン固定 した。chamber下部は
蒸留水で満たされてお り、recOrding chambcrの温度調節を行っている。
図 2、 実験機器模式図
図 3、 antidromic test
三叉神経運動根 に60mV,100 μ secの単一矩 型波 で電気刺激 を与 え、clampし
) てい るニ ュー ロ ンの逆 方 向性 の活動 電位 を もって三叉神経 運動 ニ ュー ロ ンと
同定 したた。潜時 は約6msec。
図 4、 脳 幹 の 範 囲
SC ; superior colliculus、 IC ; inferior colliculus、MoV ; rn oto r
trigeminal nucleus、VII ; facial nucleus、 Amb ; ambiguus nucleus
) 図 5、 patch clamp
A:脳幹 を尾側 断面 を上 に向 けて ピン固定 し、左横 か らpatch clamp電極 、
右下か らガラス吸引電極 を設置 した。
B:赤外線 カ メラを用 いて三叉神経 運動核 内 にpatch clamp電極 を刺 入 した
(Aの黒枠 内 ×40)。
C:脳幹標本 の模式 図。MoV;motor trigeminal nucleus
図 6、 新生仔 ラットでの リズム性三叉神経活動
BIC10μ M―NMA20μ M投与時に三叉神経運動根から約6Hzの活動が得 られた。
上段 :原波形、下段 :上段の積分波形。以後、神経活動はこのような積分波
形 を示す。
図 7、 胎齢20日(E-20)ラットのリズム性三叉神経活動
E-20～21のラットでは振幅がほぼ一定でリズ ミカルな三叉神経活動がBIC10
μM―NMA20μ Mの薬物刺激で誘発 された。図の活動はE-20のものであるが、
新生仔ラットの三叉神経活動 と周期、様相に差は見 られない。
図 8、 E-18のリズム性三叉神経活動
E-18～19のラットではゆっくりとした周期の (約0。25Hz)活動を示 し、振
幅が徐々に減衰する様相を呈 した (上段)。 約6Hzのリズ ミカルな神経活動
で構成されている (下段)。 図の活動はE-18の記録である。
図 9、 E-17のリズム性 三叉神経活動
E-16～17のラ ッ トで はゆっ くりと した周期 的 な (約0。15Hz)活動 はみ られ
るが、振 幅 はE-18～19のラ ッ トの活動 と比 較す る と極 め て小 さ く (上段 )、
リズ ミカルな神経 活動 は含 まれてい ない (下段)。
図 10、E-18～21の三叉神経 活動 とNMA
E-20～21の群 とE18～19の群 において、それぞれBICloμ M―NMA20μ M投
与時 とBICloμ M_NMA30μ M投与時 の三叉神経 活動 の活動周期 (cycle
duration)を比 較 した。 同 じ薬物刺激 で は両群 間 に有意差 は認 め なか ったが 、
両群 ともNMAの濃度 を高 くす るこ とで活動 周期 は有意 に (Mann―Whitney U
test,p<0.01)短縮 した。
図 11、各種興奮性アミノ酸 とE-18～21の三叉神経活動
BIC10μ M―KAO.5μ M投与時 とBICloμ M_AMPAO.5μ M投与時の三叉神経
活動の活動周期 (cycle duration)についてE-20～21の群 とE18～19の群を
比較 した。2群間および各興奮性アミノ酸間で活動周期に有意差を認める結
果は得られなかった。
図 12、新生仔 ラットにおける三叉神経神経活動 と運動ニューロンの膜電位
の比較
BIC10μ M―NMA20μ M投与時、静止電位である-62mVから膜電位が徐々に
上昇 し、リズ ミカルな活動電位が発現 した (下段)。 上段は三叉神経活動の
積分波形 を示 している。
図 13、新 生仔 ラ ッ トにお ける三叉神経神経 活動 と運動 ニ
の比較
図 12の線Aの部分 をtime scale 500msecで示 してい る。
-48mVまで脱分極 し、上段 の リズ ミカルな三叉神経 活動 と
ル な活動 電位 が記録 され た (下段)。
ュー ロ ンの膜電位
この時の膜 電位 は
同期 して リズ ミカ
図 14、NMA単独投与時の三叉神経運動ニューロンの活動
NMA20μ Mのみ投与すると静止電位である-60mVから徐々に脱分極 し、線A
の部分では、5mV程度の小 さな脱分極がリズ ミカルに (約6Hz)発現 した(下
段左)。 薬物投与前の膜電位の様相を*で示 している。その後 も膜電位は上
昇 し、活動電位が発現 したが (膜電位は-45mV)、小 さな脱分極は認め られ
るものの活動電位はリズ ミカルには発現 していない (下段右)。
図 15、リズ ミカルな活動電位の膜電位依存性
BIC10μ M―NMA20μ Mの薬物刺激で誘発 されるリズ ミカルな活動電位が
holding potential=OmVで上段に示すようにspike heightが約50mVで認めら
れている。膜電位 を10mv下げると (-60mV)、リズ ミカルな活動電位はみ
られないが約5mVの小 さな脱分極が継続 して認められた。線Aの部分を下段
右に拡大 して示 している。
図 16、リズミカルな小 さな脱分極の1莫電位依存性
図 15と同 じ運動ニューロンで膜電位 をさらに-70mVにすると、BICloμ M_
NMA20μ Mの刺激によっても小 さな脱分極だけが認められた。約7mVの小 さ
な脱分極はこの時 も膜電位降下前 と同 じ周期でリズ ミカルに発現 していた
(下段左)。 また、線Bはstep cOmmandで+14.OmVの電気刺激を与えた部
分を示 している。
図 17、E-18～19における三叉神経活動 と運動ニューロンの膜電位の比較
BIC10μ M―NMA20μ M投与時に静止電位である-50mVから膜電位が徐々に
上昇 し、リズ ミカルな活動電位が発現 し (下段)、 上段のゆっくりとした周
期の三叉神経活動 と同期 して認められた。
図 18、E-18～19にお ける三叉神経 活動 と運動 ニ ュー ロ ンの膜 電位 の比 較
上段 は図 17の線Aの部分 を示 してい る。 ゆ っ くりと した周期 で振 幅が徐 々
に減衰す る神経 活動 と同期 して膜電位 の上下動 が見 られ、膜電位 が上昇 した
時 に活動電位 が認 め られ る (線a)。膜 電位 が下降 している時 には活動 電位 は
認 め られ ない (線b)。線aの部分 (下段左)は膜電位 が-40mVで、小 さな脱
分極 が発現 し、 さ らに上段 の リズ ミカルな三叉神経 活動 と同期 して活動 電位
が リズ ミカルに記 録 された。活動 が見 られ ない部分 (線b)にお いて、膜 電
位 は-46mVと下降 してい る状態 で活動 電位 は発 生 してい ない。三叉神経 活動
が発現 してい ない時であ って も約5mVの小 さな脱分極 は常 に認 め られた (下
段 右)。
図 19、三叉神経 リズム性活動に関わる神経回路の胎生期発達を示す模式図
